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摘要 : 为 完善 昆虫 病原 索 科 线虫 线粒体 基因 组 全 序列 数据 库 , 更 系统 地 研究 其 基因 组 特征 和 系统 演化 规律 , 进而 为 发 
挥 该 线虫 生 防 潜 力 打下 基础 , 我 们 开展 了 中 华 卵 索 线虫 Ovomermis sinensis 线粒体 全 基因 组 的 研究 。 该 研究 通过 线粒体 
基因 组 滚 环 复制 及 酶 切 图 谱 ,， 揭示 了 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 具有 种 内 遗传 多 态 性 ， 即 群体 中 单 体 线虫 具有 独特 的 
酶 切 条 带 , 且 条 带 累 加 之 和 变化 范围 较 大 , 为 16.5 ~24.5 kb。 为 进一步 了 解 线 粒 体 基 因 组 多 态 性 特征 及 产生 的 分 子 机 
制 , 采用 两 步 长 PCR 方法 对 2 条 代表 性 成 虫 线粒体 基因 组 进行 了 测序 及 拼接 , 得 其 全 长 分 别 为 18 864 和 16 777 bp。 对 
这 2 条 序列 的 比 对 表明 , 线粒体 基因 组 中 位 于 ND2 和 ND4 之 间 的 可 变 区 域 , 不 仅 基 因 排 列 顺序 不 同 , 且 存 在 ND3 基因 
重复 现象 , 这 是 导致 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 呈现 多 态 性 的 主要 原因 。 通 过 对 以 上 研究 结果 的 分 析 及 与 GenBank 中 
已 有 的 6 种 索 科 线虫 线粒体 基因 组 序列 进行 比 对 , 概括 出 其 线粒体 基因 组 基本 特点 : (DD 线粒体 基因 排列 顺序 各 不 相同 ; 
@) 部 分 线虫 线粒体 基因 存在 重复 现象 , 且 重 复 次 数 不 同 ;线粒体 基因 组 大 小 存在 很 大 差异 。 
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Huazhong Normal University, Wuhan 430079, China) 

Abstract: To augment the databases of Mermithidae mitochondrial genome, to study the mitochondrial 
genome characteristics and phylogenies of the nematodes, and to provide the theoretical information for the 
biological control ，we carried out the research on the entomopathogenic nematode OQvomermis sinensis. The 
characterization of mitochondrial genomes from individual O. sinensis nematodes showed that numerous 
mtDNA haplotypes, ranging in size from 16. 9 to 24. 3 kb. To understand the molecular basis of this 
hypervariation, complete nucleotide sequences of two O. sinensis mtDNA haplotypes were determined by 
two-step long-PCR, with the length of 18 864 and 16 777 bp, respectively. Our data revealed that 0O. 
sinensis mtDNA can be divided into a constant region and a hypervariable region. The hypervariable 
segment, residing between ND2 and ND4, contributes exclusively to O. sinensis mtDNA size variation. 
Within this region, mtDNA coding genes and putative nonfunctional sequences are duplicated and 
rearranged to varying extents. Based on the above analysis and the comparison of the mitochondrial genomes 
of O. sinensis and other six species of Mermithidae, the following characteristics of the mitochondrial 
genomes of Mermithidae were summarized: firstly, the gene orders of mitochondrial genomes in Mermithidae 
are different; secondly, the frequency of gene duplication is variable among some species; and thirdly, the 
sizes of complete mitochondrial genomes are different. 


Key words.: OQvomermis sinensis; entomogenous nematodes; mitochondrial genome; polymorphism 


线粒体 是 存在 于 大 多 数 真 核 生 物 细胞 内 一 种 基 。 ” 所。 线粒体 DNA ( mtDNA ) 为 双 链 核 外 遗传 物质 ， 
本 的 、 重 要 的 细胞 带 ， 是 细胞 进行 氧化 磷酸 化 的 场 ” 在 动物 体内 含量 丰富 , 具有 分 子 量 小 、 分 子 进 化 速 
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度 快 、 结 构 基 因 保 守 性 强 等 特性 , 被 广泛 应 用 于 分 
子 遗 传 进化 、 物 种 鉴定 、 发 育 生物 学 及 其 变异 与 一 些 
疾病 相关 性 的 研究 ( 徐 分 等 ,2004)。 

索 科 线虫 (Mermithidae ) 隶属 于 线虫 动物 门 
(Nematoda ) 无 尾 感 器 纲 (Aphasmidia) 嘴 刺 目 
( Enoplida ) 索 线 虫 总 科 (Mermithoidea) , 能 主动 侵 染 
昆虫 宿主 ,其 寄生 率 等 于 害虫 的 死亡 率 , 并 且 可 在 目 
然 界 中 再 循环 , 生 防 潜力 极 大 (Poinar, 1979)。 前 人 
已 从 形态 学 、 生 化 与 分 子 生 物 学 等 方面 对 其 分 类 、 种 / 
属 间 杀 缘 关 系 和 系统 演化 进行 过 研究 (Robzov，1991; 
饱学 纯 ，1996 ; Cafurov ，1996 ; 徐 务 等 ，200$; 汪 江 一 
等 ,2007; 姜 爱 兰 等 , 2008 ) 。 近 年 ,国外 学 者 开始 利 
用 线粒体 基因 组 全 序列 进行 索 科 线虫 的 系统 学 分 析 ， 
迄今 已 有 6 种 索 科 线虫 的 线粒体 基因 组 序列 被 测 出 : 
地 老虎 六 索 线 虫 Hexamermis aerotis( 上 EF368011 ) 、 多 索 
线虫 待定 种 Agamermis sp. HB-2006( DQ、Q665656)、 食 
蚊 罗 索 线 虫 Romanomermis culicivorax (EF154459 ) 、 尼 
尔 森 里 斯 罗 索 线虫 Rnielsenni( EF175763 ) 、 埃 氏 罗 
索 线 虫 R. iyengari ( EF175764 ) 和 Thaumamermis 
cosgrovci( DQ520857 和 DQ、Q520858 ) 。 人 研究 结果 表明 过 
科 线 虫 线粒体 基因 组 全 长 (15 ~34 kb) 明 显 大 于 其 他 
后 生动 物 (13 kb), 且 存 在 独特 的 基因 排列 和 基因 重 
复 现象 。Powers 等 (1986 ) 证 实 食 蚊 罗 索 线虫 至 少 存 
在 3 个 品系 (26, 29 和 32 kb)mtDNA 多 态 性 。Hyman 
等 (1988 ) 在 其 mtDNA 中 既 发 现 有 正 问 重复 序列 , 又 
发 现 有 散在 的 反问 重复 序列 , 这 种 现象 在 其 他 动物 
中 还 未 发 现 , 由 此 他 提出 了 线粒体 基因 的 重 排 机 制 。 
Tang 和 Hyman(2007 ) 通 过 对 下 coserovcl 的 深入 人 研究 
表明 , 其 线粒体 基因 组 在 所 研究 种 群 内 存在 多 态 性 ， 
日 偶尔 会 出 现 组 织 特 异性 。 

为 充分 利用 国内 昆虫 病原 索 科 线虫 资源 ,完善 
mtDNA 全 序列 数据 库 , 对 其 基因 组 成 ,基因 排列 、 基 
结构 特点 等 进行 赋 究 , 并 深入 了 解 索 科 线 虫 核 外 
基因 与 核 内 基因 遗传 信息 的 相互 作用 及 线粒体 基 
组 母性 遗传 特点 , 进而 为 提高 该 类 线虫 的 生 防 潜力 
打下 基础 , 本 研究 室 首 次 在 国内 开展 了 索 科 线虫 线 
粒 体 基因 组 的 研究 。 中 华 卵 索索 线虫 Ovomermis 
sinensis 隶属 索 线 虫 科 (Mermithidae ) 卵 索 线虫 属 
Ovomermis ,发现 于 河南 省 上 蔡 县 东 岸 乡 东 岸 村 麦 
田 , 广泛 寄生 于 下 菜 、 棉 、 粮 、 油 等 作物 的 多 种 昆虫 
体内 ,能 造成 害虫 的 死亡 , 具有 极 大 的 生 防 潜力 
( 陈 果 ,1991)。 本 人 研究 将 深 环 复制 (rolling circle 
amplification，RCA ) 和 两 步 长 PCR 扩 增 方法 相 结 
合 , 证 实 了 中 华 卵 索 线 虫 具有 线粒体 基因 组 多 态 


性 , 并 成 功 地 测定 出 2 条 代表 性 线虫 线粒体 基因 组 
全 序列 O 〇 


1 材料 与 方法 


1.1 线虫 来 源 

中 华 卵 索 线 虫 自 河 南 上 莹 的 麦田 中 采 得 ， 经 本 
实验 室 和 宿主 体内 传代 培养 , 即 用 人 工 饲料 喂养 棉铃 
虫 幼 虫 ,， 人 工 感染 中 华 卵 索 线虫 2 龄 幼虫 , 一 周 后 
收集 从 宿主 体内 脱出 的 寄生 后 期 幼 线 虫 , 竺 其 旷 皮 
后 ,得 其 成 虫 , 4% 冰箱 内 活体 贮存 备用 。 
1.2 线粒体 基因 组 DNA 的 提取 

取 供 试 线虫 成 虫 1 条 , 用 灭 菌 双 蒸 水 冲洗 3 
次 。 线 粒 体 基 因 组 DNA 的 提取 参考 Tang 和 Hyman 
(2005 ) 。 
1.3 滚 环 复 制 . 酶 切 检测 线粒体 基因 组 DNA 的 多 
态 性 

滚 环 复 制 参照 TempliPhi Kit( GE Healthare ) 试 
剂 盒 说 明 书 完成 。 复 制 后 的 模板 用 EcoR 工 酶 
(Fermentas ) 进行 酶 切 。 酶 切 反 应 体积 为 12 pL , 合 
模板 基因 组 DNA 100 ng、10 x Buffer 1.2 nL、EcoR I 
酶 0.6 pL, 加 无 落水 补足 , 37C 过 夜 。 酶 切 后 的 产 
物 5 pL, 上 样 于 1.5% 珠 脂 糖 凝 胶 中 , 1 x TAE 电泳 
缓冲 液 , 9 V/em 的 恒 压 电泳 1h 左右 , 用 Cel-PRO 
ANALYZER 凝 胶 成 相 系 统 (America) 有 照相。 
1.4 长 PCR 扩 增 的 引物 设计 和 扩 增 

长 PCR 引物 基于 GenBank 中 已 知 的 索 科 线虫 
线粒体 全 序列 的 保守 基因 COX1 ( GenBank 登录 号 : 
EF368011 ) 和 rrmL( GenBank 登录 号 : EF368011 ) 进 
行 设计 , 引物 序列 为 COX1F. $'-ACCTTATGGTCCC 
CTCTGCATCTTAG-3 ;rmnLR: 5’- TTAAGTCAACATCG 
AGGTCAGATT-3”, 扩 增 出 第 一 个 片段 , 再 利用 测 出 
的 第 一 个 片段 的 两 端 设计 引物 ,引物 序列 为 rnLF: 
5’-AAAGACCAAGACTGAACGAGCGATT-3’' ;COXIR. 
5'-AAGTGCTCCATAGGTGGCATATTAG-3’， 扩 增 出 
基因 组 剩余 的 部 分 。 

PCR 扩 增 反应 体积 为 25 pL, 含 模板 基因 组 DNA 
100 ng\10 x Buffer 2.5 pLdNTP(1 x 10 “mol/L)1 UL、 
上 下 游 引物 (2 x 10™” mol/L)0.5 pL、1U LA Taq 
DNA 聚合 酶 (大 连 宝 生物 工程 有 限 公 司 ) ， 加 无 著 
水 补足 。PCR 反应 的 循环 参数 为 : 92% 变性 2 min ; 
92% 变 性 30 s, 50 或 56% 退火 30 s，68% 延伸 
10 min, 循环 10 圈 ;92% 变性 30 s, 50 或 56 忆 退火 
30 s, 68% 延伸 10 min 10 s, 循环 20 圈 , 且 每 个 循 
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环 增 加 1$ s,，68% 延伸 7 min, 于 Bio-Rad MyCycle 
Thermal Cycle 梯度 PCR 仪 上 进行 长 PCR 扩 增 ， 扩 
增 后 的 PCR 产物 5 pL, 用 1.0% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 ， 
凝 胶 成 像 仪 记录 结果 。 
1.5 测序 和 序列 拼接 

PCR 扩 增 产物 委托 大 连 宝 生物 工程 有限 公司 进 
行 测序 (ABI-3730 测序 仪 )。 利 用 DNAStar 和 测序 峰 
图 结果 分 析 软 件 Chromas 2. 22 对 测序 结果 进行 序列 
拼接 , 得 到 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 全 序列 。 
1.6 序列 分 析 

用 BioEdit 软件 统计 序列 总 长 、 碱 基 百 分 比 等 信 
上 。 通 过 与 地 老 谋 六 索 线 虫 食 蚊 罗 索 线 虫 等 线 粒 
体 基 因 组 比较 及 软件 分 析 [ DNAStar tRNAscan-SE 
1. 21 (http: lowelab. ucsc. edu/ tRNA Scan-SE ) 和 
ClustalXl. 8 ] 定 位 tRNA 基因 、 和 蛋白 编码 基因 、rRNA 
基因 和 D-loop 区 。 


je 
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图 1 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 深 环 复制 酶 切 图 谱 


Fig. 1 





2 结果 


2.1 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 DNA 的 多 态 性 

分 别提 取 单 条 或 多 条 中 华 卵 索 线 虫 成 虫 线粒体 
基因 组 DNA, 经 滚 环 复 制 、 酶 切 和 表 脂 糖 凝 胶 电 
泳 , 显示 其 酶 切 图 谱 均 不 一 致 。 如 图 1 中 , 泳 道 
2 ~3、5 ~8 为 随机 抽取 的 6 条 成 虫 单 体 的 线粒体 基 
因 组 酶 切 条 融 , 泳 道 4 为 5 条 虫 体 混合 的 线粒体 基 
因 组 酶 切 条 市 。 从 图 中 可 以 看 出 , 中华 卵 索 线虫 单 
体 酶 切 条 囊 存 在 不 同 程度 的 差异 , 且 混 合 虫 体 酶 切 
条 市 繁多 , 呈现 出 单 体 酶 切 条 囊 的 累加 性 。 将 图 中 
酶 切 条 市 大 小 相 加 ,其 和 分 别 约 为 24.5, 20.5, 35， 
23.5, 23, 16.5 和 21.5 kb, 其 中 单 体 线虫 酶 切片 段 
大 小 之 和 变化 范围 为 16.5 ~ 24.5 kb。 中 华 卵 索 线 
虫 线粒体 基因 组 大 小 存在 差异 , 即 证 明 其 线粒体 基 
因 组 存在 种 内 的 遗传 多 态 性 。 
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Rolling circle amplification of OQvomermis sinensis mtDNA 


1, 9: 1 kb 梯度 DNA 分 子 量 标准 1 kb DNA ladder; 2 -3, 5 -8: 单条 线虫 酶 切 图 谱 EcoR I -cleaved RCA products using template from a single 
nematode; 4: 5 条 线虫 混合 酶 切 图 谱 EcoR I-cleaved RCA products using the templates from five pooled nematodes. 


2.2 中 华 卵 索 线虫 线粒体 基因 组 测序 及 分 析 
为 进一步 了 解 中 华 卵 索 线虫 线粒体 基因 组 多 态 
性 及 产生 的 分 子 机 制 , 本 实验 对 2 条 成 虫 线粒体 基 
因 组 进行 了 测序 。 如 图 2, 泳 道 2 和 3 为 实验 所 选 
测序 的 2 条 线虫 线粒体 基因 组 深 环 复制 酶 切 图 谱 ， 
前 者 酶 切 条 带 特 殊 ， 大 部 分 酶 切片 段 仅 出 现在 该 线 
虫 中 (其 条 带 大 小 由 上 到 下 依次 约 为 : 10, 2. 8， 
2.3, 1.9 和 1.6 kb, 总 和 约 为 18.6 kb) ;而 后 者 刚 
好 相反 ， 酶 切 条 带 较 少 , 且 为 大 多 数 线虫 所 共有 
(其 条 融 大 小 由 上 到 下 依次 约 为 : 8, 6 和 2.5 kb， 
总 和 约 为 16.5 kb) 。 
2.2.1 线粒体 基因 组 总 长 和 碱 基 组 成 : 长 PCR 产 


物 条 市 特别 清晰 , 说明 PCR 产物 可 信 。 测 序 后 经 
序列 拼接 得 到 2 条 中 华 卵 索 线虫 线粒体 基因 组 序列 
全 长 分 别 为 18 864 和 16 777 bp( 没 有 提交 序列 , 未 
获得 序列 号 ) ,这 与 其 滚 环 复制 酶 切 图 谱 一 致 。 利 
用 BioEdit 统计 其 线粒体 基因 组 各 碱 基 含 量 ,前 者 
为 : A : 39.75%、T : 38. 27% 、C: 11. 01% 、G; 
10.97%, A% > T% > C% >C% , A% + T% 
(78.02% ) > C% + G% (21.98% ) ;后 者 为 : A : 
39.42% \T : 38.62% 、C: 11.02% 、G: 10. 94%, 
A% > T% > C% >G9% ,A% + T% (78.04%) 
> C% + G% (21.96% ), 都 表现 出 明显 的 AT 偏 
问 性 。 
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图 2 2 条 测序 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 滚 环 复制 酶 切 图 诺 


Fig. 2 Rolling circle amplification of OQvomermis sinensis 


mtDNA from two individual nematodes 


1, 4: 1 kb 梯度 DNA 分 子 量 标准 1 kb DNA ladder; 2 -3: 单 体 酶 切 图 谱 
EcoRl-cleaved RCA product using the template from a single nematode. 


2.2.2 线粒体 基因 组 基因 定位 : 用 tRNAscan-SE 
1.21 和 DNAStar 等 软件 , 定位 2 条 中 华 卵 索 线 虫 线 
粒 体 基因 组 图 (图 3)。 前 者 包括 15 个 (12 种 ) 和 蛋白 
质 编码 基因 、2 个 rRNA 基因 、23 个 tRNA 基因 和 一 
段 富 含 AT 的 D-loop 区 , 其 中 5 种 蛋白质 编 码 基因 
(ND1, ND3,，ND4 ,ND5 ,CYTB), 1 个 核糖 体 RNA 
基因 (rmS) 和 6 种 tRNA (tRNA “，tRNAT， 
tRNA ， tRNA 和 ,tRNA tRNA ) 基 因由 工 链 编 
码 , 其 余 皆 由 H 链 编 码 。 后 者 包括 13 个 (12 种 ) 和 蛋 
日 质 编码 基因 、2 个 rRNA 基因 、20 个 tRNA 基因 和 





Ovomermis sinensis 
mitochondrial DNA 
18 864 bp 





一 段 富 含 AT 的 D-loop 区 , 其 中 5 种 恒 日 质 基因 
(ND1, ND3, ND4, NDS5, CYTB), 1 个 核糖 体 RNA 
基因 (rmS) 和 4 种 tRNA ( tRNA”，tRNA™， 
tRNA ”, tRNA™ ) 基 因由 工 链 编码 ,其 余 皆 由 匡 链 
编码 。 

2 条 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 的 12 种 蛋白 
编码 基因 没有 内 含 子 ， 有些 与 其 他 基因 有 少许 重 
痘 ， 包 括 7 个 NADH 脱氧 酶 亚 基 (NADH 
dehydrogenase subunit )、3 个 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 
(cytochrome oxidase subunit) 1 个 ATP 合成 酶 亚 基 
(ATP synthase subunit ) 和 1 个 细胞 色素 b 
(cytochrome b) 编码 基因 。 其 和 异 晶 编码 基因 上 总 长 分 
别 为 11 102 和 10 464 bp, 占 全 基因 组 的 58.86% 和 
62.37% 。 其 中 ,和 蛋白 质 基 因 COXI1, NDI1，, ND2， 
COX2 以 ATT 作为 起 始 密 码 子 ，CYTB 和 ND4 以 
ATG 为 起 始 密 码 子 ，4TPase6 以 TTG 为 起 始 密码 
子 , 其 余 均 以 ATA 为 起 始 密 码 子 ; VD5 和 ND6 以 
TAG 为 终止 密码 子 ，ND2 以 双 碱 基 TT 为 终止 密码 
子 , ND1 以 单 碱 基 了 为 终止 密码 子 , 其 余 均 以 TAA 
为 终止 密码 子 。2 条 序列 rrnS 和 rz 长 度 均 为 672 
和 831 bp。 第 一 条 序列 编码 23 个 tRNA 基因 (其 中 
有 2 个 tRNA“ 和 3 个 tRNA“), 用 来 运载 20 种 氮 
基 酸 , 第 二 条 序列 编码 20 个 tRNA 基因 (其 中 有 2 
个 tRNA“ 和 2 个 tRNA”), 用 来 运载 18 种 氨基 酸 。 
2 条 中 华 卵 索 线虫 线粒体 基因 组 控制 区 均 位 于 5 
tRNA ”和 3’-tRNA“ 之 间 , 是 一 段 富 含 AT 的 区 域 ， 
长 度 分 别 为 1 090 和 999 bp。 


Ovomermis sinensis 


mitochondrial DNA 
16 777 bp 


图 3 2 条 中 华 卵 索 线虫 线粒体 基因 组 结构 简 图 
Fig. 3 ”Organization in the mitochondrial genome of OQvomermis sinensis 
NDI1 -6, ND4L: NADH 脱氧 酶 亚 基 基因 Subunits 1 -6 and 4L genes of nicotine amid adenine dinucleotide dehydrogenase; 47P6: ATP 合成 酶 亚 基 
基因 Subunit 6 gene of adenine triphosphatase;CO787 -3 了 : 细胞 色素 氧化 酶 亚 基 基因 Cytochrome c oxidase subunits 1 -3 genes; C7Y7B : 细胞 色素 b 
编码 基因 Cytochrome b gene; SSU, LSU: 12S 和 16S rRNA (12S and 16S TRNA) ; D-loop: 富 含 AT 的 序列 Sequence of AT-rich. tRNA 用 其 氨基 酸 


的 代号 表示 。Each tRNA gene is identified by the amino acid code. 
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2.2.3 线虫 线粒体 基因 组 序列 比较 : 通过 对 2 条 
中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 全 序列 进行 比 对 , 发 现 
其 线粒体 基因 组 可 分 为 不 变 部 分 和 可 变 部 分 (图 
4)。 前 者 由 ND2, ATPase6, NDI1, COX], COX3， 
VD5 和 VD4 基因 组 成 ,其 基因 个 数 恒定 ， 顺序 唯 

。 后 者 位 于 ND2 和 ND4 之 间 , 不 仪 基因 顺序 不 
同 , 且 有 基因 重复 现象 , 这 也 是 造成 中 华 卵 索 线 虫 
线粒体 基因 组 酶 切 图 谱 不 一 致 ， 即 出 现 线粒体 基 
组 多 态 性 的 原因 所 在 。 仔 细 分 析 2 条 中 华 卵 索 线虫 
可 变 部 分 的 序列 : 由 CO ,ND4L 和 VD6 3 个 基因 
以 及 rrnS 和 rrnL 相连 且 顺 序 一 致 , 即 其 可 变 部 分 的 
内 部 存在 保守 户 段 ， 只 是 在 整个 可 变 序 列 中 的 位 置 
不 同 。@ 如 果 不 考 虑 ND3 基因 在 第 一 条 序列 的 3 
次 重复 , 则 COX2 ,ND4L, ND6 ,ND3 和 CYTB 基因 
条 线虫 中 是 一 致 的 。(3 在 第 二 条 序列 中 2 


序列 在 两 
个 ND3 基因 相距 较 远 , 不 同 与 在 第 一 条 序列 中 的 4 


ptridrpedaretmeey mm 


食 收 光 索 : 人 culicivorax 26 ] 26 194 bp 
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个 ND3 基因 联 排 。@ 两 条 线虫 序列 中 , 除 ND3 基 
因 转 录 方 向 不 同 外 , 其 他 均 相 同 。 在 第 一 条 序列 
中 , 4 个 VD3 基因 都 位 于 工 链 ; 而 在 第 二 条 序列 中 ， 
2 个 ND3 基因 分 别 位 于 工 链 和 瓦 链 , 造成 其 转录 方 
向 的 不 同 。 






O. sinensis-l 


O. sinensis-2 


图 4 2 条 中 华 多 家 线 虫 线粒体 可 变 区 域 基因 排列 顺序 图 
Fig. 4 Gene order at the variable region of 2 OQvomermis 


sinensis mitochondrial genomes 
箭头 向 右 代 表 H 链 转 录 方 向 , 第 头 向 左 代表 工 链 转录 方向 。The 


rightward arrowhead indicates the transcriptional direction of H chain, while 





the leftward arrowhead indicates the transcriptional direction of L chain. 





图 5 7 种 (9 条 ) 索 科 线虫 线粒体 基因 排列 顺序 图 


Fig. 9 Gene order of 9 mitochondrial genomes of 7 species of Mermithidae 


将 本 实验 结 采 与 GenBank 中 现 有 的 6 种 索 科 线 
虫 线 粒 体 基 因 组 序列 进行 比 对 (图 5), 我 们 发 现 ， 
索 科 线虫 线粒体 基因 组 具有 以 下 特点 : 山 线粒体 
基因 排列 顺序 各 不 相同 。 除 了 COX2, ND4L 和 ND6 
在 食 改 罗 索 线虫 .尼尔森 里 斯 罗 索 线虫 和 中 华 卵 过 
线虫 的 线粒体 基因 组 中 排列 保守 外 , 其 他 基因 的 排 
列 均 不 相同 。@ 部 分 线虫 线粒体 基因 存在 重复 现 
象 , 且 重 复 次 数 不 同 。 食 监 罗 索 线虫 . 埃 氏 罗 索 线 
虫 和 中 华 卵 索 线 虫 都 存在 ND3 基因 的 重复 , 其 重 
复 次 数 分 别 为 食 蚊 罗 索 线虫 2 次 、 埃 氏 罗 索 线 虫 1 
次 , 中华 卵 索 线 虫 一 条 重复 4 次、 男 一 条 重复 1 次 ; 


地 老 谋 六 索 线 虫 则 是 4ATPase6 基因 重复 2 次 ;了 
ey 是 ND4 和 ATPase6 组 成 的 重复 单位 的 重 
。(3 线粒体 基因 组 大 小 存在 很 大 差异 。 其 基因 

组 总 长 从 15 ~26 kb, 变化 较 大 , 主要 由 基因 重复 、 
D-loop 区 的 长 短 变 化 和 tRNA 基因 个 数 差异 造成 。 
如 下 coserove 让 中 华 卵 索 线 虫 等 存在 基因 重复 现象 ， 
造成 其 线粒体 基因 组 长 度 增加 ; 食 蚊 罗 索 线虫 线 粒 
体 DNA 存在 大 量 富 含 AT 的 正 向 串联 重复 序列 和 
散在 的 反 回 重复 序列 也 使 其 长 度 增加 。 与 其 他 线虫 
线粒体 基因 组 恒定 22 个 tRNA 基因 不 同 , 索 科 线虫 
线粒体 基因 组 中 tRNA 基因 个 数 不 恒 定 且 各 不 相 
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同 。 如 地 老虎 六 索 线 虫 多 索 线 虫 未 定 种 BH-2006、 
食 收 罗 索 线虫 .尼尔森 里 斯 罗 索 线虫 . 埃 氏 罗 索 线虫 
和 也 cosgrovei 线粒体 基因 组 中 tRNA 基因 个 数 分 别 
为 24, 26, 32, 25, 25 和 25( 两 条 序列 均 为 23) , 本 
实验 室 测序 的 中 华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 中 tRNA 


基因 个 数 分 别 为 23 和 20。 
3 讨论 


已 有 的 研究 结 采 表明 , 滚 环 复制 (RCA ) 方 法 可 
用 于 : 由 快速 而 准确 地 扩 增 环 状 线粒体 基因 组 ;2 
预测 线粒体 基因 组 大 小 ;(3 如 有 果 出 现 酶 切 图 谱 的 不 
一 致 性 ， 则 可 用 于 线粒体 基因 组 多 态 性 的 判断 。 
Tang 和 Hyman(2005 ) 首次 将 深 环 复制 技术 引用 于 
线虫 的 线粒体 基因 组 研究 。 为 检测 其 扩 增 结果 的 准 
确 性 , 她 首先 对 模式 生物 Caenorhabditis elegans 进 
行 了 实验 , 结果 显示 : RCA 扩 增 得 到 的 C. elegans 
线粒体 基因 组 全 长 与 其 他 方法 测序 得 到 的 全 长 大 小 
一 致 , 即 滚 环 复 制 技 术 能 够 快速 而 准确 地 扩 增 出 线 
粒 体 基因 组 , 旦 酶 切 图 谱 可 显示 出 线粒体 基因 组 大 
小 。 之 后 Tang 等 (2007 ) 又 用 此 方法 扩 增 得 到 索 科 
线虫 也 cosgrovei 的 线粒体 基因 组 , 发 现 其 酶 切 图 谱 
显示 出 不 同 的 现象 : 所 研究 的 每 条 单 体 线虫 线粒体 
基因 组 酶 切片 段 均 表 现 出 特异 性 , 且 总 长 从 19 ~34 
kb 变化 , 显然 , T，cosgrovei 的 线粒体 基因 组 存在 种 
内 遗传 多 态 性 , 而 这 种 现象 在 已 报道 的 后 生动 物 中 
是 前 所 未 有 的 。 本 研究 也 引用 此 方法 对 中 华 卵 索 线 
虫 线 粒 体 全 基因 组 进行 了 研究 , 结果 显示 : 每 条 供 
试 线虫 单 体 的 线粒体 基因 组 酶 切片 段 均 表现 出 特异 
性 , 总 长 变化 范围 为 16.5 ~24.5 kb, 说 明 中 华 卵 索 
线虫 线粒体 基因 组 也 存在 种 内 的 遗传 多 态 性 。 因 此 
本 实验 再 次 证 实 此 方法 耗 时 得， 步骤 简单 ,结果 明 
显 , 是 一 种 研究 线虫 线粒体 基因 组 全 长 或 遗传 多 态 
性 的 好 方法 。 

长 PCR( long PCR ) 技术 目 1994 年 发 明 以 来 ， 
广泛 用 于 基因 组 测序 、 线 粒 体 基因 组 研究 、 病 理 诊 
汤 、 基 因 差 异 表达 、 病 原 人 微生物 的 研究 、 遗 传 多 态 性 
分 析 等 领域 ( 叶 维 萍 和 黄 原 , 2003 ) 。 在 本 实验 中 ， 
两 步 长 PCR 技术 的 应 用 , 拓展 了 PCR 技术 的 扩展 
长 度 , 使 目标 扩 增 长 度 空 前 提高 , 并 且 避 免 了 基因 
组 结构 上 的 复杂 性 (基因 重复 和 基因 重 排 ) 带 来 的 
序列 拼接 困难 , 快捷 而 较 准 确 地 扩 增 和 拼接 得 到 中 
华 卵 索 线 虫 线粒体 基因 组 全 序列 。 

中 华 卵 索 线 虫 的 线粒体 基因 组 DNA 酶 切 图 谱 


显示 所 人 研究 的 每 一 单 体 线虫 都 具有 独特 的 酶 切 条 
市 , 有 旦 条 带 累 加 之 和 变化 范围 较 大 , 为 16.5 ~ 
24.5 kb,， 即 中 华 卵 索 线 虫 的 每 个 单 体 都 代表 者 一 
条 独特 的 线粒体 序列 , 这 种 现象 在 已 研究 过 的 多 细 
胞 后 生动 物 中 是 很 罕见 的 , 仅 Tang 和 Hyman 
(2007 ) 报 道 过 男 一 种 索 科 线 忠 Tcosgrovei 具有 此 
现象 。 目 前 , 较 常 见 的 用 于 解释 线粒体 基因 组 多 态 
性 的 模型 是 倍增 -随机 删除 模型 ( Moritz ei al., 1987; 
Mueller and Boore, 2005 ) 。 在 这 一 模型 中 ,由 于 复 
制 过 程 的 错误 , 导致 线粒体 部 分 片段 的 倍增 , 随后 
因为 寄生 线虫 选择 压力 的 缺乏 ,， 即 彰 寄 生生 活 ,， 其 
线粒体 代谢 作用 需要 量 较 低 ， 只 出 现 倍增 拷贝 的 随 
机 被 删除 , 则 原 序列 有 可 能 被 恢复 ,也 有 可 能 发 生 
改变 。 这 一 模型 可 以 用 来 很 好 地 解释 本 实验 中 华 卵 
索 线虫 第 一 条 序列 中 出 现 的 4 个 ND3 基因 联 排 现 
象 , 但 很 难说 明 中 华 卵 索 线虫 2 条 序列 可 变 部 分 的 
基因 顺序 不 同和 第 二 条 序列 中 出 现 的 2 个 ND3 基 
因 相 距 较 远 和 转录 方 回 不 同 的 现象 。 为 此 , 我 们 引 
入 线粒体 基因 组 重 排 机 制 (Hyman ei al., 1988)， 即 
线粒体 基因 组 出 现 知 干 片 段 的 断裂 之 后 , 在 重新 接 
回 原 基因 组 时 , 就 有 可 能 发 生 连 接 顺 序 的 改变 ， 从 
而 导致 邻接 序列 排列 顺序 的 变化 , 其 至 出 现 序列 反 
问 的 情况 。 这 一 模型 可 以 弥补 倍增 -随机 删除 模型 
的 不 足 , 用 以 解释 其 不 能 说 明 的 上 述 问 题 。 这 也 与 
Tang 和 Hyman(2007 ) 对 也 cosgrovei 多 态 性 原因 的 
解释 一 致 , 序列 倍增 和 分 子 内 、 分 子 间 的 重组 作用 
是 产生 遗传 多 态 性 的 最 可 能 的 原因 。 
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